Politechnika todzka

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii

L6dz, dn. 17-07-2024 1.
Prof. dr hab. inz. Elzbieta Klewicka
Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Politechnika ¥.6dzka
RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Gajewskiej
zatytulowanej

» Antybiotykoopornosé oraz wirulencja szczepéw S. aureus wyizolowanych
z lancucha produkcji polskich seréw zagrodowych”,

wykonanej pod kierunkiem dr hab. inz. Anny Zadernowskiej, prof. UWM
oraz dr hab. inz. Wiolety Chajeckiej-Wierzchowskiej

w Katedrze Mikrobiologii Zywnosci, Technologii i Chemii Migsa,
Wydzialu Nauki o Zywnosci, Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie

Dobér i znaczenie tematyki

Podjeta w dysertacji tematyka oceny antybiotykoodpornosci oraz wplywu stresu
srodowiskowego na ekspresje czynnikéw wirulencji szczepéw Staphylococcus aureus
wyizolowanych z tancucha produkcji polskich seréw zagrodowych jest jak najbardziej
aktualna iwpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych w dyscyplinie technologia
zywnoSci i zywienia. Ponadto wnosi do wiedzy z zakresu tej dyscypliny nowe informacje
dotyczace przedmiotu badan i moze by¢ przydatna podczas monitorowania drog
przenoszenia chorobotworczych bakterii z Staphylococcus aureus, indukcji/wyciszania
ekspresji genow odpowiadajacych za produkcje enterotoksyn, oraz opracowania
instrukcji i procedur prewencyjnych w tym zakresie.

Instytut Technologii Fermentacji i Mikrobiologii
90-530 k6dz ul. Wolczanska 171/173, budynek A4
tel. 42 631-34-79, w5i53@adm.p.lodz.pl, binoz.p.lodz.pl \ r

Adres do korespondenciji:
90-924 £6dz ul. Zeromskiego 116



Ocena formalna pracy

Przedstawiona przez p. mgr inz. Joanng Gajewska do oceny rozprawa doktorska
zatytulowana ,,Antybiotykooporno§¢ oraz wirulencja szczepéw S. aureus
wyizolowanych zlancucha produkeji polskich seréw zagrodowych” skiada sig
z cyklu 4 publikacji anglojezycznych poprzedzonych opisem dalej zwanym komentarzem
w jezyku polskim. W opracowaniu znajdujemy réwniez o$wiadczenia o wkladzie pracy
w publikacje samej Doktorantki oraz Wspotautoréw prac. Z oswiadczen jednoznacznie
wylania sie wiodgca rola p. mgr inz. Joanny Gajewskiej, ktéra jako swoj indywidualny
wklad deklaruje: opracowanie koncepcji, przeglad baz danych, analizg¢ statystyczna,
interpretacje uzyskanych wynikéw, zebranie i przygotowanie przegladu literatury,
prezentacji wynikéw i ich przedyskutowaniu na tle danych literaturowych,
sformutowanie wnioskéw, korekte artykutéw. We wszystkich publikacjach Doktorantka
jest autorem korespondencyjnym. Publikacje skiadajace si¢ na dysertacj¢ doktorska
zostaly opublikowane w latach 2022-2023 w czasopismach z listy JCR: Food Control
o wspéltczynniku oddzialywania Impact Factor (IF) 6,6652; Molecules o IF 4.6;
International Dairy Journal o IF 3,6 oraz Pathogens o IF 3,7. Wymienione czasopisma
zostaly przypisane do dyscypliny technologia zywnosci i zywienia i sg wiodgcymi
czasopismami w tematyce podjetej przez Doktorantke.

Komentarz, ktorym zostat opatrzony cykl publikacji ma typowy uktad dla rozpraw
doktorskich przedstawianych w formie monografii. Znajdziemy tam: wykaz stosowanych
skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel badan, hipotezy
badawcze, materialy i metody, rezultaty przeprowadzonych badan, dyskusje,
podsumowanie i wnioski, literaturg, spis tabel i rycin, pozostalg aktywnos¢ naukowa,
zalaczniki.

Powyiszy sposob prezentacji wynikéw pracy jest wlasciwy i spelnia
wymagania ustawowe dotyczace przedstawienia osiagnigcia w przewodzie
doktorskim.

Ocena merytoryczna pracy

Bakterie Staphylococcus aureus naleza do oportunistycznych bakterii
chorobotwérczych czlowieka i zwierzat. Ze wzgledu na specyficzne uwarunkowania
genetyczne S. aureus jest zaréwno komensalem jak i potencjalnym patogenem
cztowieka, a dodatkowo réznorodne mechanizmy wirulencji takie jak: koagulaza wolna,
czynnik CF (clumping factor - koagulaza zwigzana), stafylokinaza, enterotoksyny (bialka
termostabilne oznaczone od A do X), toksyna wstrzgsu toksycznegol (TSST-1) czynig
go groznym czynnikiem wywolujacym incydenty chorobowe u ludzi i zwierzat.

W meta-analizie przygotowanej przez Doktorantke (P1, Food Control) wykazano,
ze S.aureus moze by¢é przenoszony w tancuchu pokarmowym poprzez niepasteryzowane
produkty pochodzenia zwierzecego np. mleka i seré6w przygotowanych z takiego mleka.
A zrédlem zanieczyszczenia mogg by¢ zwierzgta, od ktérych pochodzi surowiec lub
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czlowiek jako czynnik zanieczyszczenia wtdrnego poprzez zle warunki higieniczne
produkcji. Niemniej wykazano zmniejszajaca si¢ tendencje zanieczyszczenia surowego
mleka bakteriami S.aureus na przestrzeni lat. W latach 2000-2016 33,5% probek mleka
krowiego zanieczyszczonych bylo S.aureus, natomiast wg. przeprowadzonej meta-
analizy wynika, ze na $wiecie w czasie ostatnich 10 lat jedynie 29,07% prébek mleka
bylo zanieczyszczonych przez w/w bakterie. W przypadku seréw przygotowanych
w z mleka niepasteryzowanego, 42,81% prob bylo dodatnich (w czasie ostatnich 10 lat).
Zatem mozna przypuszczad, ze za tak duzy odsetek prob dodatnich dla seréw przy niskim
odsetku mleka niepasteryzowanego z duzym prawdopodobienistwem odpowiada czynnik
ludzki i niskie standardy higieniczne procesu produkcji.

Natomiast zaskakujgce jest. ze nie ma roznicy w zanieczyszczeniu mleka
surowego S.aureus w krajach wysokorozwinietych i rozwijajacych sie. Powyzsze dane
zebrane w meta-analizie pokazujg skale problemu jakim jest stosowanie mleka
niepasteryzowanego w produkcji seréw czy innych produktéw zywnosciowych na bazie
takiego surowca i mozliwos$¢ przenoszenia S.aureus w tym MRSA i VRSA. Meta-analiza
przygotowana zostala bardzo rzetelnie w oparciu o schemat PRISMA i jest Swietnie
przygotowanym wprowadzeniem i uzasadnieniem do podjecia w/w tematyki pracy
doktorskie;j.

W publikacji P2 omoéwiono: wystgpowanie, profil opornosci na antybiotyki
oraz obecnos$¢ czynnikéw wirulencji szczepéw S.aureus wyizolowanych z r6éznych
etapow produkcji seréw zagrodowych. Sposréd 180 préb pobranych na réznym etapie
produkcji tych serow w 93 probach stwierdzono obecno$¢ bakterii S.aureus. Najwigkszy
odsetek badanych szczepow (58,1%) wykazywal opornos¢ na benzypenicyling.
Fenotypowy i genotypowy profil antybiotykoopornosci nie byl zaskakujgcy. Wsrod
badanych szczepow stwierdzono antybiotykoopornos$¢ na antybiotyki B-laktamowe
i tetracykliny, erytromycyne co jest niewatpliwe zwigzane ze stosowaniem tych
antybiotykéw w leczeniu zakazen u bydta. Natomiast 22,6% szczepdw S.aureus objetych
badaniami byly to szczepy wielolekooporne, w tym zaledwie 12,9% byly to szczepy
MRSA i tylko 2 szczepy VRSA co stanowi (2,2%).

Przygladajgc si¢ wynikom obecnosci genéw antybiotykoopornosci w przypadku
tetracykliny stwierdzono wysoki odsetek obecnosci genu ferK (63,4%), tetM (81,7%)
oraz fetl. (17,2%). Natomiast fenotypowa manifestacja opornosci na antybiotyki z tej
grupy ksztaltuje sie nastepujaco: dla tetracykliny 20,4% szczepéw opornych, tygecyliny
23,7 %. Zatem nasuwaja sie nastepujace pytania do dyskusji podczas publicznej obrony:
o Jak wytlumaczy¢ zaistniate zjawisko?
o Czy =zawsze obecno$¢ genéw opornosci na antybiotyki manifestuje
sie w fenotypie?
o Czy procesy technologiczne podczas produkcji (nie tylko seréw) moga miec
wplyw na manifestacje fenotypowa obecnosci genéw opornosci na antybiotyki?

W dalszych badaniach przedstawionych w publikacji P2 oceniono zdolno$¢ badanych
szczepow S. aureus do tworzenia biofilmu. Réwnolegle zbadano réwniez obecnos¢
genéw odpowiedzialnych za tworzenie tych struktur. Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu
podzielono na trzy kategorie: silny biofilm, umiarkowany biofilm oraz staby biofilm.
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o Jakie kryterium przyjeto przy takim podziale biofilmu?

W przypadku genetycznych determinant odpowiedzialnych za tworzenie biofilmu
okreslono obecno$¢ nastepujacych gendw: icaDBC, bap, eno, sigB, sarA, agrD.
Stwierdzono, ze w przypadku badanych szczepéw do najczesciej wystepujacych nalezat
gen eno, ktory jest odpowiedzialny za biatko wigzacego lamining.

Ponadto, Doktorantka stwierdzita obecnosé¢ korelacji pomiedzy zdolnoscia szczepow
do tworzenia biofilméw a fenotypowa opornoscig na wszystkie testowane antybiotyki.

o Prositabym o rozwiniecie i szersze omoéwienie tego zagadnienia podczas
autoreferatu.

Natomiast wszystkie badane szczepy charakteryzowata si¢ obecnosciag genow
kodujacych enterotoksyny. Co jest szczegdlnie wazne ze wzgledu na epidemiologig
zatru¢ pokarmowych powodowanych przez S.aureus.

Do dalszych badan wytypowano 16 szczepow S. aureus, dla ktérych przeprowadzono
sekwencjonowanie genoméw. W oparciu o uzyskane wyniki przyporzadkowano szczepy
do typow sekwencyjnych (ST) (publikacja P3). Stwierdzono, ze najwigcej bo 6 szczepow
nalezy do ST 109, natomiast pozostate szczepy nalezaty do typéw sekwencyjnych ST
130, ST5, ST7, ST97, ST352, ST 398. W pracy wykazano, ze wiele genéw wirulencji
szczepdw S.aureus byto Sciste powigzane z okreslonym typem ST. Mianowicie gen sea
kodujgcy klasyczna enterotoksyng SEA stwierdzono tylko u jednego szczepu
oznaczonego symbolem SA/JG/047 nalezacego do STS5. Wystepowanie gendéw
leukocydyn [ukD i lukE stwierdzono u 9 szczepdw nalezacych do ST7 i ST109.

W charakterystyce badanych szczepdw S.aureus zwrécono réwniez uwage
na genetyczne elementy ruchome odpowiedzialne za rozprzestrzenianie si¢ czynnikow
wirulencji bakterii z rodzaju Staphylococcus. W pracy zwrdcono uwage na wyspy
patogennosci, obecno$¢ profagéw oraz plazmidy typu rep. Wyspy patogennosci,
sa czesto oskrzydlone przez sekwencje repetytywne elementy insercyjne ale mogg takze
zawiera¢ geny o sekwencji podobnej do genu int, kodujacego fagowa integraze. Stad ich
zdolno$¢ do mobilnosci. W przedstawionej do oceny pracy wsrdd 16 badanych szczepow
S. aureus obecnos¢ wysp patogennosci stwierdzono w 13 przypadkach co stanowi bardzo
wysoki odsetek szczepdw. A najczesciej wystepujacym typem wysp patogennosci byl
ISSau3. W przypadku plazmidéw typu rep obecnosé¢ tych elementéw ruchomych
stwierdzono tylko dla 3 szczepéw. Natomiast obecnoscig profagéw charakteryzowaly sie
wszystkie badane szczepy. Obecno$¢ zidentyfikowanych genetycznych elementow
ruchomych u badanych szczepéw wyizolowanych z seréw zagrodowych sprzyja
rozprzestrzenianiu w $rodowisku Zzywno$ci poprzez horyzontalny transfer genéw
czynnikéw zjadliwosci szczepdw i podwyzsza ryzyko wystepowania sie¢ zatruc
pokarmowych u czlowieka.

W kolejnym etapie badan (Publikacja P4) Doktorantka dokonuje wyboru 5 szczepow
S.aureus i poddaje je stresowi srodowiskowemu w obrebie cisnienia osmotycznego oraz
warunkow kwasowo-zasadowych. Bada jak czynniki stresowe wplywaja na ekspresje
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gendéw enterotoksyn. Jako czynniki stresu $rodowiskowego wytypowano obecnos¢
chlorku sodu w stezeniu 4,5%, stres kwasowo-zasadowy: pH srodowiska 9,6 oraz 4.5.
Parametry te odpowiadajg parametrom stosowanym w przemysle spozywczym podczas
przetwarzania surowcow zwierzecych i roslinnych. Wyznaczano dwa parametry kontroli
dziatania niekorzystnych czynnikéw srodowiskowych a mianowicie przezywalnos¢
bakterii S.aureus oraz poziom ekspresji genéw odpowiedzialnych za synteze toksyn
bakteryjnych.

Zastosowany stres srodowiskowy w postaci stezenia 4,5% NaCl oraz pH 9,6 nie byt
czynnikiem znaczaco wplywajacym na przezywalnos¢ komoérek bakterii S. aureus.
Liczebnos$¢ zywych komérek w obu przypadkach wynosila okoto 94%. Natomiast stres
wywolany przez obnizenie pH do 4,5 spowodowat obnizenie liczby zywych komorek
bakterii od 67,64% do 83,63% w zaleznosci od badanego szczepu. Uzyskane wyniki nie
sa zaskakujagce ze wzgledu na bardzo duza elastycznos¢ i tolerancje bakterii
Staphylococcus spp. na niekorzystne warunki srodowiskowe. Przykladowo, tolerancja
niektérych szczepoéw Staphylococcus spp. na NaCl moze sigga¢ nawet do stezenia 15%
tego czynnika. A rozpigtos¢ tolerancji na stgzenie jonéw wodorowych w przypadku
bakterii Staphylococcus spp. moze wynosi¢ wartosci od pH 4,5 zazwyczaj do 9.5
ale niektoérych przypadkach nawet do pH réwnego 10,0. Oczywiscie nalezy pamietac,
ze bardzo czesto tolerancja na niekorzystne warunki $rodowiska jest odpowiedzig
indywidualng szczepu bakterii.

W przypadku monitorowania wplywu niekorzystnych warunkéw Srodowiskowych
na ekspresje gendéw toksyn wytwarzanych przez bakterie S.aureus zasadniczo
nie stwierdzono globalnie ujmujgc znaczacych rézni¢. Pojedyncze geny toksyn mialy
podwyzszong lub obnizong ekspresje genéw. W wigkszosci przypadkéw roznice nie byty
statystycznie istotne. Zaobserwowany efekt jest pozytywny, ze wzgledu na fakt,
iz przedstawione w pracy warunki symulujace operacje technologiczne podczas
procesu produkcji zywnosci znaczaco nie podwyzszaja potencjalu patogennego
w obrebie syntezy enterotoksyn szczep6w S. aureus mogacych znalez¢ si¢ w surowcu
a potem w zywno$ci. I tak jak Doktorantka stwierdza w dyskusji zamieszczonej
w Komentarzu powyzsze badania, ktére sa badaniami modelowymi nalezatoby przenies¢
do warunkow in situ do matrycy zywnosci.

Podsumowaniem pracy jest sformutowanie 6 wnioskow, ktére majg odzwierciedlenie
w uzyskanych wynikach badan.

Praca zostala przedstawiona jako cykl publikacji. Zastosowana literatura
w publikacjach jest aktualna i adekwatnie cytowana. W przypadku Komentarza
dolaczonego do cyklu publikacji to znajdujemy tam 97 aktualnych pozycji literaturowych
gléwnie anglojezycznych, zacytowanych w sposéb prawidiowy.

Wykorzystywane narzedzia badawcze i statystyczne.
W pracy Doktorantka wykorzystuje nowoczesne narzedzia statystyczne

oraz platformy do tworzenia diagraméw np. PRISMA, BioNumerics ale rowniez inne
do graficznego przedstawiania korelacji i budowania map ciepta.
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W pracy mikrobiologa wykorzystuje najnowsze techniki stuzace do genotypowania,
PCR, PCR-REAL TIME, cystometri¢ przeptywowg wraz z réznicowaniem zywotnosci
komorek. Niemniej metody te sg wspomagane przez metody konwencjonalne stosowane
w mikrobiologii (metoda ptytkowa oznaczania mikroorganizméw). Metody badawcze
i statystyczne zostaly dobrane i zastosowane w sposéb prawidlowy do realizacji
niniejszej pracy.

Whiosek koncowy

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska zatytulowana ,Antybiotykooporno$é oraz wirulencja szczepow S. aureus
wyizolowanych z lancucha produkcji polskich seréw zagrodowych” przedstawia
w pelni oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz spelnia wymagania
okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
(Dz. U. 2023, poz. 742 z p6zn. zm).

Zatozone cele badawcze zostaly zrealizowane, a postawione hipotezy
pozytywnie zweryfikowane. Przedstawione w pracy wyniki wpisuja si¢ nurt zagadnien
badawczych prowadzonych w dyscyplinie technologia zywnosci i zywienia.

W oparciu o powyzsze przestanki wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny
Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
o przyjecie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Gajewskiej i dopuszczenie
Jej do dalszych etapéw postepowania.

Whiosek o wyréznienie

Stwierdzam, ze podjeta w dysertacji tematyka i zaproponowane badania
sg nowatorskie, wnoszg do dyscypliny technologia zywnosci i zywienia nowe informacje.
Przedstawiony cykl publikacji opatrzony wspolnym tytulem ,,Antybiotykoopornos¢ oraz
wirulencja szczepow S. aureus wyizolowanych z lancucha produkcji polskich serow
zagrodowych” jest opracowaniem teoretyczno-eksperymentalnym.

Wykonie tak doktadnej i wnikliwej meta-analizy problemu jakim
jest rozprzestrzenianie si¢ szczepdw S.aureus w mleku surowym i ich potencjat
wirulentny wymagato od Doktorantki wykonania ogromnej pracy ale przede wszystkim
rzeczowej analizy danych, ktére zebrata. Nastepnie w oparciu o wyniki analizy
zaprojektowala badania eksperymentalne, w ktérych skoncentrowala si¢ na analizie
genomu i czynnikach wirulencji szczepéw srodowiskowych. Wartoscia dodang
z pewnoscig jest charakterystyka wlasnie szczepéw srodowiskowych, ktére mogg
..spotykaé” sie z réznymi czynnikami biotycznymi i abiotycznymi, w wyniku czego mogg
ulega¢ modyfikacjom genetycznym i beda zdecydowanie rézne od szczepow
korekcyjnych. Uzyskane w ten sposob wyniki rzucaja zdecydowanie wigcej Swiatla
na wirulencje szczepdw S.aureus, niz wyniki uzyskiwane nadal przez wiele zespolow
badawczych na szczepach korekcyjnych.
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Ponadto dysertacja zostata przygotowana jako cykl publikacji opublikowanych
bardzo dobrych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym z listy JCR. Wykorzystane
metody badawcze - najnowszej generacji jak i klasyczne wymagaly od doktorantki duzej
wiedzy teoretycznej jak i praktycznej oraz pokazujg doskonaly warsztat Kandydatki
do stopnia doktora.

W zwigzku z powyzszymi przestankami wnioskuje do Rady Naukowej
Dyscypliny Technologia Zywnosci i Zywienia Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
w Olsztynie o wyr6znienie przedtozonej przez Panig mgr inz. Joanne Gajewska rozprawy
doktorskiej zatytulowanej ,,Antybiotykooporno$¢ oraz wirulencja szczepdéw S. aureus
wyizolowanych z tancucha produkcji polskich seré6w zagrodowych”.

VIV ,
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